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<g)Titulo: Procedimiento de obtenc!6n de fracciones de oligosacandos por despolimerizaci6n qufmi. 
de heparina. 



@Resumen: 

Procedimiento de despolimenzacion quimica de he- 
parina caracterizado porque se someten a una 
reaccion de /?-eliminacion unos derivados de hepa- 
rina en los que se ha sustituido parcialmente grupos 
carboxilato por grupos anhidrido. Dicha reaccion 
se efectua en un medio orga'nico como la N-metil- 
2-pirrolidona por la accion de una base del tipo 
hidroxido de amonio cuaternario. Se obtienen de 
este modo unas fracciones de oligosacandos que ofre- 
cen ciertas mejorasde las propiedadesfarmacologicas 
con respecto a otras fracciones conocidas y que son 
utiles en el tratamiento de los trastornos trombo- 
embolicos. 
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DESCRIPCION 
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Estado de la t^cnica 

=f .antes y antitrombdticas son bien conocidas y S£2»5£ 

quie* JKftjS ?S ^^^tsTdro^l^T 6 " 16 en > mayorfa de «— . X «- 
su relativamente baja absordon por wrsubcut^ea EsU ^t??' V '' a int "™osa °ada 

mejorada utilizando fragmentos de heparins obSofoIr ^fra Ccio „ ' SP ° n i b * 1 ' d J ad PU ? de 8er <""P»™ente 
o enz.matica de la misma. Las propiedade* finales tllt^ ^} 0 0 ^"nierizacidn qufmica 
pesos moleculares, composicidn q P u £ y metodo di • ouZi^ * U di8Wbu <™ 

I^Z^X^'r d ^™™™ **** ngurael 
de un agente alquilante de) tipo cloruro de benefit ^ a he P ama ,. en 6™Pos ester mediante la accion 
medianteel empleo de una bLL pSn^ una reaccion de /J-eliminacion 

(patentes ES 502.200 y ES 502.199, STel ano 1981). d ° de ^ Un medio »«gtoico 

Explicacidn de la invencion 

siste^nte P^e^^^ U heparina con- 

mixtos por reaccion con un floruro S5S?£ ditteSiSZ!*^ ™ ^,'dridos 

derivadoscon una base, preferentementi. ,i. if- j ,at0 °. e , a M«°> para hacer reacc onar dichos 

OH") para dar lugar ^SSKfiSSiS^ H ' dr6xid ° de Am ° ni ° Cu ^rnario ($? 

rio^JSASSJ o^r^ B t^ W a 5 h ' drido P— « ais.ado y poste- 

medio de reaccion. S'mplemente, despolimenzado s.n necesidad de aislarlo, en el mismo 

pos ester desaparecen por hidrdlisis durante e. V* 
ongen porcino. para el desarr o»<> <*e esta invencion se ha elegido la de 

sales de arnoniocuaternariomrcomunment^ Las 
de alquilbencildimetilamonio) o el eloru^SS^SSSta! Cl ° rUr ° de «*"»»«»» (^oruro 

55 o UmTSSSSSSS 5 £^^S^^rf "W N-a.aui.-2-pirrolidona, 
55 la ventaja adicional de ser bio-degr™able lo cud « in C S " '* N-^'W-pirroIWoi.., que present* 
derando los pequenos restos que puede" , contSw pro « cl6 ? ™dioambiental consi- 

una simple destilacion a vado del. mezcla d! SvlntesTal ^ " reciclab,e mediant « 

60 T^T^^J^^ 9 ^^^^ de acido o.e. cloroformiato de a.qui.o. 

contiene de 1 a 4 atomos de carbo^o compuestos cuyo grupo alquilo es lineal, saturado J que 
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Desoues de un tiempo de reaccion que varia de 2 a 5 boras a la temperatura ambiente se puede precipi- 
tar SJ bSSti un disolvente organico poco polar como el eter etflico , o ««> la reason 
mediante la adicion en las mismas condiciones de una base organica del tipo de un h.droxido de amonio 
Se^ario com" el hidroxido de N-benciltrimetilamonio (Triton B o el hidroxido de tetrabutilamon io 
s ^teTiendo las mismas condiciones durante un tiempo entre 2 y 3 boras. FmalmenU , se precip.ta 
y purifica el producto obtenido mediante la adicion de una mezda de solucion acuosa salma, acetona y 
metanol. 

Las proporciones relativas de agente acilante (cloruro de acido o doroformiato de alquib) y de agente 
,o despolimerizante (base organica) con respecto al producto de part.da (sal de amon.o cuaternario de la 
S deTerminan el frado de despolimerizacion de la heparina y por tanto el peso molecular medio 
def pr^icS S El trafamiento final con solucion salina y metanol-acetona, determma la d«tr,buc,on 
de pesos moleculares de la mezcla final. 

El proceso de la presente invencion ofrece la ventaja de realizarse en un tiempo relativamente corto, 
realizaL a temperatura ambiente, dar elevados rendimientos de producto final, poder obtener fracc.ones 
de ol goeacaridoe con una distribucion de pesos moleculares prev.axnente determ.nada y que p^en Unas 
propiedades bioqui'micas y farmacologicas distintas a las demas fracc.ones hasta ahora conocidas con 
mejoras de algunos efectos farmacologicos valorados en expenmentos con animates. 

Las fracciones de oligosacaridoe obtenidas con la presente invencion se caracterizan por poseer la 
mismasecuencia de unidades estructurales que la heparina de part.da excepto en el lugar donde se ha 
producido la ruptura del enlace glicosidico en la reaccion de 0 -el.m.nac.on, en que aparece un doble 
enlace. 

Siendo la estructura de la heparina: 
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las fracciones de la presente invencion poseen en un extremo un grupo: 
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M+ = H, Cation alcalino, o 

alcalino terreo 
R, = H, S0 3 -M+ 



Los productos de la presente invencion pueden estar en forma de sales metalicas con cationes alcalinos 
50 o alcalino- terreos o en forma de Acido libre, y mas preferentemente en forma de sal sodica. 

Son especialmente interesantes aquellas fracciones obtenidas por el procedimiento de esta invencion 
cuyo peso molecular medio esta alrededor de 2500 o 4000 Daltons que corresponden a lo que se denom.nan 
heparinas de Ultra Bajo Peso Molecular y heparinas de Bajo Peso Molecular, respectivamente. 

Con el procedimiento de la presente invencion se ha logrado obtener una fraccion que •« Jw«£ 
res han denominado BF611, que tiene un perfil bioqu.mico md.cat.vo de una mejora de las pr ^ncipales 
propiedades farmacologicas fundamentales. mayor actividad ant.trombot.ca y menor potenc.al r.esgo de 
hemorragia, en comparacion eon la heparina y con otras heparinas de Bajo Peso Molecular. 

Dicha fraccion segiin la invencion, o sea la denominada BF611, tiene un peso molecular medio de 
380K2OO Daltons y una polidispersion muy baja (Pd=l,24±0.01) con un porcentaje de fracc.ones de 
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r50OD < U {% may0r 7500 ° " 7 ' 5% ' y ~ U ° 0°™** de * Pe- mo,ec«,ar inferior 

(calcuJadossobre base anWdraT P de 1YombopIast,na Activada (APTT), son 
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aXa: 111 ± 10% Ul/mg 
alia: 21 ± 10% Ul/mg 
APTT: 23 ± 10% Ul/mg 



y dan lugar a unas relaciones: 



is 



APTT - 4 



20 



25 



efecto sobre ,a coag„,aei6n y 

frcnte a una heparina de bJo P«o mTcZ ^SSS^^SSSfffT^ f * H" 0 " 
arterial inducida en la arteria carotida del coneioTf XII ii Lm a H„n ,i o ' U ~ f node . , ° de ^mbosis 
19-23. Mayo 1992. C. Bevilacqua y col)™^^^^ Fiorence. 

Tabla 1 

Snsayo compara/it/o </e e/icacia aniiirombdtica 





Dos is 
mg/kg 


N° Animates ocluidos/ 
N° Animales tratados 


Tiempo hasta 
oclusion 


CT10 


30 






antes despues 
Tratamiento (min) 




35 


BF611 








1,5 
3,0 
6,0 


3/6 
0/6 
0/7 


9 39 

10 > 60 
10 > 60 


10 
11,5 
16 


40 


CY2J6 








4JC 


3 
6 


5/9 
2/9 


8 34 
7 51 


23 
>24 



CY216:FRAXIPARIN® 
CT10: 



M ConcentraekSn de Trombina necesaria para coagular el plasma en 10 seg ex vivo . 

e. «F^*J$£^^£^ tSS- d 5 J **** BP.,, comparado con 
^ (Template Bleeding Time), obteniTn'dose ^2^^tJ^lS3^" * U tran88Cd6n toU ' de la 
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Tabla 2 
Titmpo dc sangria 



5 


Doeis / (mg/kg) 
Control 




t/segundos 
127 


10 


heparina 
BF611 


1 
1 


248 
189 


15 


heparina 
BF611 


2 
2 


575 
224 




heparina 
BF611 


3 
3 


544 
222 


20 


heparina 
BF611 


5 
5 


600 
474 
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La mayor biodisponibilidad por via subcutanea se ha estudiado en el conejo y en el voluntario sano, 
resultando ser en ambos casos superior a) 90%, cuando la heparina no supera el 25%. 



Los productos de la presente invencion pueden ser administrados para el tratamiento y prevencion 
de las alteraciones tromboembolicas, con un vehiculo adecuado por via intravenosa o subcutanea, depen- 
diendo la dosis de la circunstancia clinica de que se trate, principalmente del nivel de riesgo de trombosis 
y si se pretende una profilaxis o una terapia de la misma. 

Ejemplos: 

35 

Ejemplo 1 

Se prepara una disolucion de 20 g de heparinato de benzalconio en 200 ml de N-metil-2-pirrolidona. 
Se anaden 750 pi de cloruro de acetilo y se deja la mezcla 3 horas, con agitacion, a temperatura ambiente. 
40 Se anaden 12 ml de Triton B y se continua la agitacion durante 2 horas mas. Se precipita el crudo de 
reaccion mediante la adicion de 500 ml de una mezcla 1:2 de acetona y metanol en primer lugar y a 
continuacion, 250 ml de una disolucion al 10% de NaCl en agua. Se filtra y se lava el Precipitado dos 
veces, con 250 ml de metanol y con agitacion. Se filtra y se seca en estufa de vacio a 60 C durante 
12 horas El solido resultante se disuelve en 75 ml de agua y se anade 1,5 g de NaCl. A continuacion 
se precipita el producto mediante la adicion de 150 ml de metanol. Se filtra y se lava el precipitado 
obtenido con dos porciones de 80 ml de metanol, con agitacion. Se filtra con succion y se seca en estufa 
de vacio a 60°C durante 48 horas. Se obtienen 5,16 g de un solido de color bianco (rendimiento 63/o) 
cuyas caracten'sticas son: 



50 



H.P.L.C. (ColumnaTSK-PROGEL(SUPELCO), flujo de 0,5 ml/min de disolucion de NaCl 0,1 N 
estabilizado con azida sodica. 



55 Mw (peso molecular medio) = 4036 
Pd (PolidisperskSn) = 1,23 
% > 7500 = 7,1 
% < 1500 = 0,9 

60 Anti-Xa: 117 sobre base anhidra. (Metodo amidoh'tico con plasma humano). 

APTT: 24,5 sobre base anhidra.( Metodo coagulometrico con plasma humano) 
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IR (KBr) 

Entre 3800 y 3000 cm" 1 /Tensiones O-H y N-H 
Entre 2990 y 2870 cm" 1 / Tensiones C-H alifcticas. 
1640 cm -1 / Tension CO de COC-Na+ 
1430 cm" 1 / Flexiones C-H alifaticas 
1230 cm -1 / Tensiones C-O 

l E-RMN (D1O/6P C)(500 MHZ) 

6 = 5,98 ppm/ d. (J = 0,5 Ez)/ H-4 en unidad terminal. 

IT, 5 = I'll PPmy6 = 5 ' 39 PP m / 8efial «»nP«ej»/ H-1 de GlcN (Glucosamina). 

«^*^P75tasr / comp,eja/ de woa (Acid ° 



• «r - — 

6 = 2,20 ppm /s. / CH3-CO-NH. 
15 de ^; C,aci6n de ****** ent " ^ ""ales correspondientes a H-1 de IdoA y GlcN es aproximadamente 

l3 C-RMN (JhO/ 60>C)(1O5 MNZJ 
2Q 6= 174,9 ppm / C6 de unidades de uronico. 
169,5 ppm / C6 de unidad terminal. 

6= 146,5 ppm / C5 de unidad terminal. 

6= 106,3 ppm / C4 de unidad terminal. 

6= 99,6 ppm/ C-l de IdoA 
25 Entre 6 = 97,8 y 6 = 97,3 ppm/ C-l de GlcN 

Entre 6 = 70,1 y 6 = 69,2 ppm /C-6 de GlcN 

Entre 6 = 58,4 y 6 = 58,1 ppm /C-2 de GlcN 

6 = 22,2 CH3-CO-NH. 



30 



K (Maximos): 195 nm/ 230 nm 

Rotation espectfica: +31,3° 



Ejemplo 2 



35 



40 



Se Sa^V^ 200 ml de N-meti,-2-pirro.idona. 

ambiente. Se anaden 16 ml de Eb.*!!,? T •* *, h ° ras ' con a 8 lta «6n, a temperatura 



P.Z-.C (Mismas condiciones que en el Ejemplo 1) 
Mw = 4012 ' 
Pd = 1,24 
% > 7500 = 7,0 
45 % < 1500 = 1,0 

Anti-Xa: 119 sobre base anhidra. 
APTT: 24,3 sobre base anhidra. 



50 



Ejemplo 3 



60 



Se *^F*£SSri££ eUloTse™dSa d L benZa, I COni ° - 2 °° d < N-meti^2-pirro.idona. 
durante 3 horas. Se predSu el crudo S JL^-s J * l*-"??^ C °" ag,taci6n a ******** ambiente 
de eter etflico. Se r*S^2lS2^T?^J^^ X «>" agitacion sobre 980 ml 
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benzalconio. El rendimiento es del 99%. 

Las caracteristicas del producto son las siguientes: 

IR (film evaporado de CHCk) 
Entre 3800 y 3000 cm" 1 / Tensiones O-H y N-H. 
3070 cm" 1 / Tensiones C-H aromaticas. 
Entre 2980 i 2870 cm* 1 / Tensiones C-H alifaticas. 
1790 y 1760 cm" 1 (Banda ancha)/ Tensiones CO en anhi'drido mixto. 
1640 cm" 1 (Banda ancha)/ Tension CO en COO"Bz+ y carbonato. 
1500 cm" 1 / Tension C=C aromatica. 

1250 cm- 1 / Tensiones C-O. • 
760 y 690 cm" 1 / Flexiones OH fuera del piano en anillo aromatico monosubstituido. 

l H-RMN (N t N-dimetiformida)(500 MHz). 

Entre 6 = 7,50 y 6 = 7,00 ppm / serial compleja/ protones aromaticos. 
Entre 6 = 5,60 y 6 - 5,18 ppm/ serial compleja/ H-l de GlcN. 
Entre 6 = 5,21 y 6 = 5,18 ppm/ serial compleja/ H-l de IdoA 
6 = 4,30 ppm/ q. / CH3-O- 
6 = 2,10 ppm/ s. / CH3-CO-NH- 
6 = 1,60 ppm/ t. / CH3-CH2-O- 

l3 C-RMN (N,N-dimciilformamida)(500 MHz) 
6 = 174 ppm/ C6 de unidades de uronico. 
Entre 6 = 125 y 6 = 110 ppm / Carbonos de anillo aromatico. 
6 = 99,6-97 / C-l de IdoA y GlcN 
Entre 6 = 70,5 y 6 = 68,5 ppm/ C-6 de GlcN. 
30 Entre 6 = 59 y 6 = 57 ppm/ C-2 de GlcN. 
6 = 65 ppm / CH2-O- 

5 = 30 ppm/ CH3-CH2- 

6 = 22 ppm/ CH3-CO- 

35 UV (CH3CN) (Maximos): 260 nm/195 nm 

Ejemplo 4 

40 Se nrenara una disolucion de 20 g de heparinato de benzalconio en 200 ml de N-metil-2-pirrolidona. 
Se Sa&TU pi de do uro de acetilo y se deja la mezcla con agitacion a temperatura ambiente durante 
3 horL Se ^p^cede como en el Ejemplo 3 y se obtienen 19,4 g de un solido b anco ™y»™"^<£ 
espectroscopicas confirman que se trata de un anhfdrido mixto en forma de sal de benzalconio. El rendi- 



10 



15 



20 



25 



45 



miento es del 98,5%. 

Las caracteristicas del citado producto son las siguientes: 



JR (film evaporado de CHCk) 
50 Entre 3800 y 3000 cm' 1 / Tensiones O-H y N-H. 
3070 cm" 1 / Tensiones C-H aromaticas. 
Entre 2980 i 2870 cm' 1 / Tensiones C-H alifaticas. 

1790 y 1760 cnrHBanda ancha)/ Tensiones CO en anhi'drido mixto y ester 
(esta ultima se encuentra englobada en la de 1760 cm"* 1 ). 
55 1640 cm"* 1 / Tension CO en COO"Bz+ . 
1500 cm" 1 / Tension C=C aromatica. 
1250 cm" 1 / Tensiones C-O. 

760 y 690 cm" 1 / Flexiones C-H fuera del piano en anillo aromatico monosubstituido. 

60 



7 



ES 2 077 533 Al 



1 H-RMN (N,N-dimetiformamida)(S00 MHz) 

Entre J 5,60 y * = 5^0 ppm/ aefial compleja/ H-1 de GlcN y IdoA 

* LA? / SC-CO-WW = 2,00 ppm/ sefial ancha. /Cflf-CO-O- 

de anhidrido mixto y ester. — 

l3 C-RMN (N,N-dimtoii\formamida)(500 MHz). 
6 = 175 ppm/ C6 de unidades de uronico 

10 ?! re f = ^ 5 y 6 = 110 Ppm I C&rh °*°* ^ anillo aromatico. 
Entre 6 = 99,5 y 97 / C-l de IdoA y GlcN 

Entre 6 = 70,5 y * = 68,5 ppm/ C-6 de GlcN. 

Entre 6 = 59 y 6 = 58 ppm/ C-2 de GlcN 

$ = 22,0 ppm / CH 3 -CO- 

6 = 20,1 ppm (ligeramente ancha)/ CH 3 -CO-0- 

V (CH 3 CN) (Maximos): 260 nm / 195 nm 
Ejempio 5 
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•pi-lK ™* obtenido en el ejempio 3 en 200 ml de N-metil-2 

ambiente. Se procede^omoen^mplo' ? y^obt" net 5^2 ^Tt * h °'f * *»P«*« 

61%) cuyas caractensticas son: ODUencn 5,02 g de un solido bianco (rendimiento del 



#./M.C.(Mismas condiciones que en el ejempio I) 
Mw = 4054 
Pd = 1,24 
30 % > 7500 : 7,0 

%> 1500 : 1,0 

/in/i-A'a: 115 sobre base anhidra. 
35 APTT : 24,8 sobre base anhidra. 



Los datos espectroscopicos (|R, 1 H-RMN I "CRMN, UV, coinciden con los descritos en el ejempio 1. 



Ejempio 6 



45 



ambiente. Se procede como en el EjemploTy ^ 

57%) cuyas caractensticas son: P y °™enen 4,66 g de un solido bianco (rendimiento del 

H P.L.C. (Mismas condiciones que en el ejempio 1) 
Mw = 4080 



Pd = 1,24 
% > 7500 : 7,2 
50 % > 1500 : 0,8 

Anii-Xa: 122 sobre base anhidra 
APTT: 24,7 sobre base anhidra 



55 



Los datos espectroscopicos (IR, 'H-RMN, I3 C-RMN, UV) coinciden con los descritos en e. ejemp.o 1. 



Ejempio 7 



60 
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H.P.L.C. (Mismas condiciones que en el ejemplo 1) 
Mw = 4007 
Pd = 1,23 
% > 7500 = 7,1 
% < 1500 = 0,9 

El conjunto de datos espectroscopicos de la muestra (IR, ! H-RMN, l3 C-RMN, UV) coincide en su 
totabdad con los presentados en el ejemplo 1. 

Ejemplo 8 

Sieuiendo las mismas condiciones y procedimiento que en el Ejemplo 2 y sustituyendo el disolvente 
por ZetilsulKxido, se obtienen 5,12 "g de un solido bianco (rendinuento del 63%) cuyas son : 

H.P.L.C. (Mismas condiciones que en el ejemplo 1) 
Mw = 4021 
Pd = 1,23 
20 % > 7500 = 7,2 
% < 1500 = 0,9 

El conjunto de datos espectroscopicos de la muestra (IR, 'H-RMN. 13 C-RMN, UV) coincide en su 
totalidad con los presentados en el ejemplo 1. 

25 

Ejemplo 9 

Se prepara una disolucion de 20 g de heparinato de benzalconio en 200 ml de N-metil^-pirrolidona^ 
A cdnUnuS * :ariaden 1200 M l de cloruro de acetilo y se deja la mezcla 3 horas, con agitacion, a 
30 t^SS^to**. Se anadeti 12 ml de Triton B y se continua la ^»J^*2 tar- 

Se procede como en el Ejemplo 1 y se obtienen 3,20 g de un sol.do bianco (rendimiento del 397o} cuyas 
caracten'sticas son : 

35 Mw = 2462 
Pd = 1,20 
% > 7500 = 4,7 
%< 1500 = 1,5 

40 
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REIVINDICACIONES 

s s?4es£S£ f r;ir de o,i808acarid< » derivados d « ^ 

5 anh^r^d'el SKSoSSKM R " ^ por grupos 

alquilo <VC. obteniendose as,' u„ der£ad! ISSLLtTlS^^ ° R " Un « n,po ° R " « R " = 

10 t-Per^ o no, se hace reaccionar a 

un crudo de fracciones despoJime^adlsT disolvente organ.co de tipo aprotico, dando lugar a 

IS I^lSS^S^^ * -a eombinacidn de so- 

se transforms en su forma acid! m,sc ' bl <* «■ agua, y, opcionalmente, el producto en forma de sal, 

«i ^,-eparina del apartado 

20 WO-CO-CI, donde R' y R" son alquiloic °C ™ ° 000 c,oroforn '^o alquilo 

^-i^ de Heparina no se 

(supuestamente unido a los grupos carboxilato) * grUpOS 8U,fato > * de metal ^^ino 

30 lamonio rOCedimlent ° h - ivindi «-n 4, donde e. amonio cuaternario es benzalconio o tetrabuti- 

parf la^Stf; a1o7b)de ^^indi^iSI^SH^r 1 ^ " ^ — 
de tetrabutilamonio reiv.noicacion 1 es n.droxido de N-bencil-trimetilamonio o hidroxido 

sulfoxide meiH * P^'olidona, N,N-dimetilformamida o dimetil- 

40 de. ^<c?& -teriores, donde ,a sa, obtenida a. final 

«W&2^KS^^ y P-vencion de a.teraciones trombo- 

«s obtenido segun una cualquiera de las ^rTivrndicadones Tl I ^J^."^*™"*? tf«tiva de un producto 
p.ada de excipiente farmaceuticamente acepuble PnnC,P '° aCt ' V °' y Una cantidad a P^ 
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